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Summary: For decades， ALP had been interpreted as a marker enzyme of metabolic 
bone diseases and an isoenzyme specific for the osteoblast been widely known as ALP III， 
too. 
Moreover， current tremendous advances in dialysis technology project an impact for 
the clinical significance of ALP III， because of the advent of a new characteristic clinical 
entity formed renal osteody町 ophy(ROD) which had been one of the inevitable com-
plications in long term hemodialysis patients. 
So far， however， many conventional methods failed to separate clearly ALP III from 
the liver specific ALP (ALP II) and present determination of ALP III by no means 
satisfied the clinical demand due to the lack of a direct quantitative method. 
On the other hand， lectin method， reported originally in 1984 by Rosalki， proved it 
to be possible to measure ALP III direct1y as well as quantatively. So， the author per圃
formed this study to confirm more precisely several conditions of procedure of the lectin 
method， using established 0山 oblasticcell 1ine ROS 17(2 as a marker， as well as the 
avai1abi1ity of its clinical app1ication， and obtained the following results; 1) The optimum 
concentration of Wheat-Germ 1ectin binded fully to ALP III was 139μm01(m1 in dis.・-
tilled water. 2) The concentration of Triton X-lOO preventing bi1iary ALP from ALP-
1ectin complex was 20%. 3) ALP III activity incubated with lectin overnight at 40C 
after incubation for 30 min. at 3TC was higher (mean土S.D，24.0土15.2%)than that 
incubated with lectin for 30 min. at 3TC. 4) ALP III was clearly separated from the 
1iver fraction using affinity electrophoresis on p01yacry1amide gel disc and isoelectric 
focusing on agarose gel. 5) ALP III activity in precipitate showed good correlation (r= 
0.998) with the differentia1 between tota1 ALP activity and ALP II activity in supernate. 
Index Term.s 
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1985年 Rosalkiet al.16)は Lectinの一種の Wheat
Germ Lectin17)との反応性を利用して，ほぼ選択的に








設定しているが， レクチン分画における ALPm から
非骨性 ALPの除去が未だ不十分であった.そこで本研
究では，1)ALPmを最大限に Lectin分画へ収納す
る条件，および 2) LectiiJ.分画から非骨性 ALPを可
能な限り除去する条件の二点を明らかにするとともに，



















2. 骨性 ALP(ALP m)の分離定量法 (Fig.l)
ALP m に親和性をもっ Wheatgerm lectin (Sigma 







に 20%Triton X-100 (Rchm & Haas 00.) 5μlを加
え， 37"0， 30分間 incubationした.
(2) Lectin処理
前処理した試料血清に Lectinとして WGAを 50μl
(139μmol/ml in distilled water)添加し Lectin処理し
た後， 37"0で30分間 incubationし， さらに 4"0で
over nightした.
(3) 遠心分離





澱物を蒸留水にて洗浄後， 35 mmol/ml Sodium dodecyl 
Su1fate (和光純薬，大阪以下 SDSと略す)100μlを加
えて白い沈澱物が透明になるまで混和した.
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Serum 50μ1十20%Triton X-lOO* 5μl 
I incubated for 30 min. at 3TC 
lectin solution* 50μ1 added 
I~仕…山伽 30町一remained through over-night atゲC
centr出 ged(200 G) for 15 min. 
Supernate precipitate 
I washing by distiIed water 
SDS* 100μ1 added & solubilized 
measurement of ALP. activity by modi自edKind・Kingmethod 
Triton X-IOO* isoctylphenoxypolyethoxyethanol， 2 mljdl in d附 iIledwater 
lection solution* : wheat germ lectinsolution， 139μmoljml in distiIled water 
SDS* sodium dodecyl sulfate， 35 mmoljL in 154 mmoljL NacI 
Fig. 1. Lecting precipitation procedure of ALP il. 
Supporting n生edia
Buffer 
5% polyacrylamide gel in Tris HcI buffer pH 9.2 
0.1 M Tris Hcl bufier pH 9.2 
Chromogenic substrate :ふbromo_4-chloro-3-indolyl phosphate， p-toluidine 
0.1 M pH 9.5 
Tris borat 
lmff，じr
salt at a final conc巴ntrationof 1.25 mmoljL in 2-
aminoふ methyl-1， 3-propandiol buffer (1 moljL， 
pH 10.2) and 1 mmoljL magnesium sulfate 
G 
の
1.2 ml， polyacrylamide gel 
incIuding lectin 5μ1 in the buffer 
used to soak the polyacrylamide 
Electrophoresis :' 3 inAjone gel tube for 80 min. 
Stain of gel chromogenic substrate for 60 min at 3TC 
Fig.2. Lectin affinitγdisc eIectrophoresis of ALP m isoenzyme inpolyacrylamide. 
3. ALP活性値の測定 泳動法 (Fig.2)
上清，および SDSにて溶解した沈澱物の ALP活性 lectin添加により ALPil と ALPIが分離できる
を AlkalinePhospha-HA Test Kit (和光純薬，大阪) ことを確認するため，ポリアグリルアミド、ゲノレデ、イスグ
を使用し，日立705自動分析機で p-Nitrophenylphか 電気泳動20)およびレクチン親和性ポリアグリルアミドゲ
sphate基質での 37'C初速度法により測定した.上清お ルディスク電気泳動を行った.ポリアグリルアミドゲ、ノレ
よび沈澱物の ALP活性は下記の式より求めた. (単位: ディスグ電気泳動は支持体として 5%ポリアグリルアミ
KAU)b青=測定値x2.1(Triton X-100(5μl)+WGA ド，ゲノレ用 bu庄町として TrisHCl pH 9.2を用いゲ
(50μ1)十Sample(50μ1)jSamples (50μ1)). 沈澱物=測定 ノレ化した.ゲノレ管に試料血清を 20-50μI重層し，泳動
値 X2(SDS(100μ1)jSample(50μ1) fFJ buぽerとして 0.1M Toris borate buffcr pH 9.5を
4. 電気泳動法 用い，ゲル管をセットして 1本あたり 3mA，1時間20
a) ポリアグリルアミドゲ、ルディスク電気泳動法およ 分通電した.通電後，ゲノレ管よりゲノレを取り出し AMP
びレグチン親和性ポリアクリノレアミドゲルディスク電気 bufferで 1.25mmoljLに溶解したふBtomo-4-chloro・
レPチン処理による骨性アノレカ日フォスファターゼ (ALP阻)の分離定量法 (205 ) 
3-indolyl phosphate， p-toruidine saltの基質液にて 37'0
で l時間反応させ，充分染色後 7%酢酸で脱色，固定し
た. レグチン親和性ポリアグリルアミドゲルディスク電









10 W， 50分間電気泳動後， .10mMPべoluidinum5-
Bromoふ indorilphosphate (2M propandiol緩衝液，
pH 10.2)を用い， 37'0で60-90分間検出反応を行った.
結 果





ml (WGA 4 gjL)， 139μmoljml (WGA 5 gjL)の3種類
について ROS(骨芽細胞)培養液を 2000G， 10分間遠
沈(セントリザルト， SM 13249E使用)後の 6倍濃縮
液に添加後，一それぞれの上清および沈澱物の ALP活性
値を Lectinprecipitation procedure (Fig. 1)にて測定
し， ALPmの回収率を検討した. Table 1 'に示すよう
に WGA添加濃度が 139μmoljmlのときに ROS培養
濃縮液 (6倍濃縮液の総 ALP活性値は 1'9.4KAU)
の沈澱物の ALP活性値は 19.3KAUとほぼ100%の回
収が得られたが， WGA添加濃度が 92.7μmoljml，111 
μmoljmlのときにはそれぞれ79.4%，84.5%の回収率で
あった.すなわち， ALPillとの結合にはれTGA添加i農
Table 1. ALP activity of concentrated ROS medi・




















Ooncentrated ROS medium* : ALP activity is 19.4 
KAU (KAU) 
Table 2. ALP activity incubated with Lectin 
lncubation time 
Overnight at 4'0 after 
30 min. incubation for 30 min. at 
(A) 37'0 (B) 
Sup* 
Ppt.* 5.8 7.3 (25.9) 
Sup. 
2 
Ppt. 6.5 7.8 (20.0) 
Sup. 
3 ー←ー
Ppt. 4.3 5.3 (23.3) 
Sup. 
4 
Ppt. 6.0 8.8 (46.7) 
Sup. 
5 
Ppt. 4.5 5.8 (28.9) 
Sup. 
6 一一一
Ppt. 2.8 4.5 (60.7) 
Sup. 
7 
Ppt. 49.3 50.0 (1. 4) 
Sup. 3. 7 3.3 
8 
Ppt. 1.2 1.6 (33.3) 
Sup. 12.0 10.8 
9 
Ppt. 4.5 5. 3 (17.8) 
Sup. 4.8 1.8 
10 
Ppt. 22.2 24.4 (9.9) 
Sup. 3.3 2.4 
11 
Ppt. 8.5 9.9 (16.5) 
Sup. 4.5 3.9 
12 
Ppt. 2.1 2.5 (19.0) 
Sup. 3.5 2.8 
13 
Ppt. 8.9 9.9 (11. 2) 
Sup. 2.5 2.2 
14 
Ppt. 10.4 12.6 (21. 1) 
Sup.* :日upernate (KAU) 
Ppt.* precipitat巴
( )ホ indicate% variation (B-AjA) 
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度 139μmolfmlが必要濃度であることが確認された.
b) レグチγとの反応時間
ALP m の回収率を確認するため WGAとの反応時
間につき検討した.Lectin pr百 ipitationprocedure (Fig. 
1 )での incubationtimeを 370Cで30分間 incubation
および 370Cで30分間 incubation後， 40Cで overnight 
の2つの反応条件を設定し上i青および沈澱物のそれぞれ
の ALP活性値の変化を検討した. Table 2に示すよう
に WGA添加後 370C，30分間 incubation: L，さらに
over nightずることにより， WGA添加後 370C，30分
間 incubation後よりも ALPm活性値は1.4%から60.7 
%，平均24.0+15. 2%高くなった.
c) Triton X・100の添加濃度
最初に， Triton X・100の添加による総 ALP活性値
測定の影響をみるため 4種類の TritonX-lOO濃度 0%，




血清 50μlにたいし TritonX-100をそれぞれ 5μl混
和し， ALP活性値の変化を検討した. Tab!e 3に示す
ようにSampleNo. 1-3において各濃度の TritonX-100 
添加による総 ALP活性値測定値への影響同みられなか
った.次に， Lectin precipitation procedur"l (Fig. 1)で
のレグチン分画および非レグチン分画の AIjP活性値へ
の影響を検討した結果， Table4に示すよう|に慢性透析





8% Triton X-100添加では TritonX-100非添加に比




Table 3. ALP activity added Triton X-100 
Sample 
No. 
Triton X副 100co田 entration(%) 













Table 4. ALP activity added with various con-
centration of Triton X-100 
SaNm0p. le 
Triton X幽 100concentration (%) 

























2.9 3.1 2.8 





6.2 5.9 7.3 
3.8 4. 1 .3.3 





8% Triton X-100添加では TritonX-100 i非添加に比 かなように20%の TritonX-1.00の添加にて原点位に位
し， 7.4%~14.5%の活性上昇がみられ， 20%の Triton 置する胆汁性の ALP泳動帯が認められなくなった.す
X-100添加では SampleNo.5においては35.2%の活 なわち， AL巳Lectin結合に関して ALPm優位の症例
性上昇がみられた.すなわち，肝性 ALP優位の試料で では TritonX-100による前処理の必要性はないが，
は TritonX-1.00添加により，上清分画の ALP活性の ALP VIl優位の症例では TritonX-1.00による前処理を
減少分とほぼ同等分，沈澱分画の ALP活性の上昇が確 しないと ALPVIlが沈澱画分に少なからず混入してし
認された.さらに，胆汁性 ALPの残存をポリアグリノレ まうため TritonX・1.00による前処理は必要であり，そ
アミドゲルディスク電気泳動にて確認じた.添加 Triton の TritonX-100添加濃度は Rosalkiらが示した 2%
X-100濃度 2%までは原点位(ディスク左端)に胆汁性 では充分ではなく 20%が必要濃度と考えられた.
ALPに相当する泳動帯が認められたが Fig.3から明ら d) SDSによる沈澱秒Jの溶解操作
レクチ γ処理による骨性アルカリフォスファターゼ (ALPm) の分離定量法 (207 ) 
Table 5. Effect of SDS on the activity of total 
ALP 
SDS* concentration 
SaNm0p. le (mmoljL in saline) 
。8.8 17.5 35 70 
12.7 12.7 12. 7 12.6 12. 7 
2 35.5 35.8 35.6 N.D* 35.6 
3 7.6 7.7 7.7 7.6 7.6 
4 10.6 10.7 10. 7 10. 7 N.D 

























































めに用いる SDSについて検討を加えた. SDSが ALP
活性値測定の反応系に及ぼす影響を確認するため試料に
SDS の8.8，17.5， 35.0および 70.0mmoljLin 154 
mmoljL NaCIの4種類の濃度を試料にそれぞれ等量添
加し 2倍希釈したのち ALP活性値の変化を検討した.




















s globuIin位に泳動された (Fig.5-(1)).次に， 同症例
のレクチン親和性ポリアグリノレアミドゲソレディスグ電気
泳動では， ALPillの移動度が減じ ALPnの泳動帯と
































認められ，等電点 pl=4.3に 2-3本の ALPillの活
性帯が確認された (Fig.7-(1)).さらに Lectinpreci同




pl ニ 3.8~4.2 に肝性 ALP の泳動帯が確認され (Fig.7・
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o 10 30 50 ROSCμ 1) 
Fig. 8. Adding test with ROS medium. 
等電点電気泳動においても WGAと ALPm はほぼ特
異的に結合することが確認された.
3. ROS添加実験
ALP m のマーカ一試料として用いた ROS培養源液
添加による ALPm活性値の増加を確認するため， ALP 
活性値を 5.4KAUに調整した慢性透析患者の血清 100
μ1， 90μ1， 70μlおよび 50μlにALP活性値が 5.4KAU
の ROS培養源液を Oμ1，10μ1， 30μlおよび 50μlを
それぞれ添加し 100p1とした後 Lectinprecipitation 
procedure (Fig. 1)の方法により得られた上清および沈
澱物の ALP活性を測定した. Fig.8に示すように，
ROS培養糠液を Oμ1，10μ1， 30μlおよび 50μl添加
したときの上清分画の ALP活性値は1.4KAU， 1.35 
KAU， 1.34 KAUおよび1.26KAUと ROS培養瀦液
の添加量が増加するにしたがって希釈による低下がみら
れ，一方，沈澱分画の ALP活性値はそれぞれ 5.4KAU，
5.68KAU， 6.18KAUおよび 6.75KAUと ROS培
養漏液の添加量にほぼ比例した活性上昇を認めた.すな
わち，骨性 ALPである ROS培養溶液は WGAと特
異的に結合し， レクチン分画に回収されることが示され
た.
4. 臨床検体での測定結果 (Tab1e6) 
a) 維持透析患者血清 (Samp1eNo.1-23) 
Tab1e 6に示すように，総 ALP活性値は 5.4KAU
から 76.9KAUで平均 21.1土19.0KAU， ALP m 活
性値は 2.6KAUから 69.6KAUで平均平均 17.9土
17.9 KAUであった.健康成人である対照症例に比べ総
ALP活性値は約5倍， ALP m 活性値は約6倍の高値





た. RODの3例中2例 (Samp1e.No. 1， 2)，腎性骨症
の4例中2例 (Samp1eNo. 7， 8)および臨床的に骨病変
あるいの肝障害の認められない4症例中 3例 (Samp1e







b) 正常ヒト血清 (Samp1eNo. 24~30) 
健康成人である対照症例 7例では，総 ALP活性はい
ずれも正常範囲内であり，総 ALP活性値は 3.OKAU
から 7.2KAUで平均 4.4土1.5KAUj .ALP m 活性値
は1.8KAUから 5.2KAUで平均平均 2.9土qKAU
であった.また，肝性 ALP活性と骨性 ALP活性の比
率は 1: 3と骨博 ALPの割合が高くなった，
また，正常ヒト血清 7例および血液透析患者23例，計




E 活性と有意に正の相関が認められた. (相関係数 r=
0.998， P<0.01) (Fig.9) 
1/，7チ γ処理による骨性アノレカりフォスファターゼ (ALPrn)の分離定量法 (209 ) 
Table 6. ALP activity 
Sample 
No. 
Total醐 Sup.Total Sup.* Ppt.* 






































































































































Sample No. 1-23: patients on maintenance hemo-
dialysis 








































































































に基ずいた現象と解釈される. 1983年 Bucheret a1.24) 
は糖鎖をノイラミニダーゼ処理することにより，従来分




















いためが， 1984年 ~osalki et al.16)は ALPrnが WGA





















10 つri ~~O 
田 男
Y=1.017X+0.48 









10 50 70 (KAU) GO 
Fig.9. Correlations between the ALP activity in Ppt and that by subtracting the activity in 
Sup.仕omtotal ALP activity. 
T* Total ALP activity 
Ppt*: Precipitate 
Sup. *: Supernate 
Eを分磁定量可能なことを報告した.その後， Onica381， 
菰田39)，桑名40)などにより追試確認された. ALP蛋白
部分の解析は1977年 Hiranoet al. 41)により立証され，
既にそのモノグロ一ナノレ抗体42)，C-DNA31)43)等の開発
がなされているが，糖鎖部分に関する報告は少ない30)32>，
じかしたがら Rosalkiet al.16)の報告は先に述べた Lec-
tinと糖鎖の反応様式から骨 ALPは混成型糖鎖構造を
有L，反面 ALPnは複合型に近い糖鎖構造を有する











Triton X-100の濃度を検討した. その結果， Table 4 
に示されたごとく 2%Triton X-IOO添加では ALPVlI 
位優の試料では12.4~30. 3%程レグチン分固に混入し，
完全に混入を防ぐには 20%Triton X開 100処理を必要
とし，さらに， Fig.3に示すようにポリアグリルアミド
ゲノレディスグ電気泳動にても確認した.また TritonX-
100添加による ALP測定値への影響ではO~ l. 9%程度
上昇が 2%Triton X-100でも 20%Triton X回 100で
もみられたにすぎずその影響は臨床上無視しうる程度の
ものと言える.
一般に Lectinと糖鎖の結合は Nもしくは 0-グリコシ
ド結合であるが，非酵素的反応であるためレグチン濃度
およびレクチンとの反応時間とに左右されると考えられ
る. レグチン濃度に関しては Rosalkiet al.16)の報告と
同じく 139μmol/mlが至適濃度であることが確認され
た.一方，レクチンと試料との反応時聞に関しては




は Rodanet al.19)の報告以来 1) PTH 2) Vit. D 



















































い，その有用性につき検討した. ALP ilは Rosalkiet 
al.の原法に若干の修正を加え定量化した.
1) 骨性 ALPの分離定量のためレグチンとして
Rosalki et al.の原法に準じ WGAを用いた.













6) 正常巳ト血清における肝性 ALPと骨性 ALPの
比率に関しては， 1: 3と骨優位の結果で、あった.
















1) Robison， R.: XXXIII The possible significance 
of hexosephosphric esters in ossification. Biochem. 
(212 ) 窪 回
J. 17: .286-293， 1923. 
2) Burstone， M.S.: Histochemical observations on 
enzymatic proccsscs in bones and t巴eth.Ann. N.Y. 
Acad. Sci. 85: 431-444， 1960. 
3) Vase， G. and Jacques， P.: Studies on bone erト
zymes. Distribution of acid hydrolases， alkaline 
phenylphosphata， cytochrome oxidas巴 andcatalase 
in subcellular fr;action of bone tissue homogenates. 
Biochem. J. 97: 389-392， 1965. 
4) L曲 en，R.A.， Wong， G.L. and Cohn， D.V.: Bio開
chemical characterization. with parathormone and 
calcitonin of isolated bone cels. Provisional identi-
fication of osteoclasts and osteoblasts. Endocrino困
logy 99: 526-534， 1976. 
5) Mal1uche， H.H.， Ritz， E.， Kutschera， J.， 
Krause， G.， Werner， E.， Gati， A.， Seiffert， U. 
and Lange， H.P.: Calcium metabolism and im-
paired mineralization in velrious stages ofrenal insu 
paired mineralization in various stages of renal 
insufficiency. 1n vitamine D and problcms related 
to U1・emicbone disease. Wolter de Gruyter， Berlin， 
New York， p.513-522， 1975. 
6) Rodan， G.A. and Martin， T.J.: Role of osteo-
blasts in hormo日alcontrol of bonc resorptioト A
hypothesis. Calcif. Tissue 1nt. 33: 349-351， 1981. 
7) McSheehy， P.M.J. and Charnbers， T.J.: Osteo-
blast-like celles in the presence of parathyroid 
hormone release solublc factor that stimulates 
osteobl?stic bone rεsorption. Endocrinology 119: 
1654-1659， 1986. 
8) Kanis， J.A.， Russel， R.G.G.， Cundy， T.， Earll同
shaw， IVL， Woods， C.G.， Sn1Ith， R. and Heynen， 
G.: An evaluation o[ 1α-hydroxy-and 1，25-Di-
hydroxγvitamin D3 in the treatment of renal bone 
disease. Contr. Nephro1. 18: 12-28， 1980. 
9)恥ial1uche，H.H.， Faugere， M.C.， Fanti， P. and 
Price， P .A.: Plasma levels of bone Gla-protein 
児島ctbone formation inpatients on chronic main-




標としての意義について.透析会誌. 21: 861-870， 
1988. 
1.1). Eastwood， J.B.， Bordier， P.J. and Wardener， 
男
日.E.:Som巴 biochemica，histological， radiological 
and clinical features of renal osteodystrophy. Kid-
ney lnt. 4: 128-140， 1973. 
12)大野丞ニ，吉田政彦，角原孝，湊口孝美，森宮
茂:7. Ca， P代謝異常.維持透析. 日本臨休社，
大阪， p.125-147， 1981. 
13) Hodson， A.W.， Latner， A.L. and Raine， L.: Iso同
enzγmes of alkaline phosphatase. Clin. Chim. Acta 
7: 255-261， 1962. 
14) Neale， F.C.， Clubb， Jふ， Hotchkis， D. and 
Posen， S.: Heat stability of human placental al-




臨)j木(春季増刊号)， 38: 870-878， 1980. 
16) Rosalki， S.B. and Foo， A.Y.: Two new methods 
for separating and quantifying bone and liver 
alkaline phosphatase isoenzymes in plasma. Clin. 
Chem. 30: 1182-1186， 1984. 
17) Nagata， Y. and Burger， M.M.: Wheat Germ 
Agglutinin. J. Bio1. Chem. 249: 3116-3122， 1974. 
18)金子佳照:慢性血液透析患者における腎性骨異栄養
症に対するオステオカルシンおよび骨性AL幽Pアイ
ソザイムの検討.奈医誌. 38: 1085-1098， 1987. 
19) Majeska， R.J.， Rodan， S.B. and Rodan， G.A.: 
Parathyroid hormone-responsive clonal cell lines 










22) Robinson， J.C. and Pierce， J.E.: Differential 
action of neuraminiclase on human serum alkaline 
phosphatases.礼ature204: 472-473， 1964. 
23) Ghosh， N.K. and Fishrnan， W.H.: On the mech-
anism ofinhibition ofintestinal alkaline phosphatase 
byL開phenylalanine.J.Bio. Chem. 241: 2516-2522， 
1966. 
24) Latner， A.L.， Parsons， M.E. and Sldl1en， A.W.: 
レグチ γ処理による骨性アノレカリフォスブァターゼ (ALPllI)の分離定量法 ( 213) 
Isoelectric focusing of human liver alkaliric phos-
phatase. Biochem. J. 118: 299-302， 1970. 
25) Greene， P.J. and Suss:man， H.H.: Structura-
comparison of ectopic and normal placental alkaline 
phosphatase. Proc. Nat. Acad. Sci. 70: 2936~2940， 
1973. 
26) . Luduena， M.A. and Suss:man， H.H.: Character-
ization of KB cell alkaline phosphatase. J. Biol. 
Chem. 251: 2620-2628， 1976. 
27) Trepanier， J.M.， Seargeant， L.E. and Stinson， 
R.A.: A伍nitypurification and somc mol巴cular
prop巴rtiesof human liver alkaline phosphatase. 
Biochem. J; 155 :653-660， 1976. 
28) Leh:mann， F.G.: Human alkaline' phosphatases. 
Evidence of three isoenzymes (placenね1，'intestinal 
andliすEトbone-kidney-type)by lectirトbindingaf開
finity and immunological specificity. Biochim. 
Biophys. Acta 616: 41-59， 1980. 
29) Koya:ma， I.:Sugar-chain heterogeneity uf human 
alkaline phosphatases. differences between normal 
and .tumour同 associatedisozymes. J. Chromatogr; 




31) Weiss， M.J.， Henthorn， Pふ， La:fer吋， M.A.， 
Slaughter， C.， Raducha， M. and Harris， H~: 
Isolation and characterization ofa cDNA Encoding. 
A human liverjbonejkiclney附 typealkaline phos・
phatase. Natl. Acacl. Sci. 83: 7182-7186， 1986. 
32) Kobota; A.: Biology of carbohydrate (Gin 
V. ancl Robins， P.， ecls.). vol. 2，John Wileg & Sons， 
N.Y. p.87-161， 1984. 
33) Peti.tClerc， C.: Quantitation fractionation of al 
kaline isoenzymes according to their thermostabiト
ity. Clin. Chem. 22: 42--'48， 1976; 
34) Goldstein， I.J.， Hughes， R.C.， Monsigny，M.， 
Osawa， T. ancl Sharon， N.: What should be 
callecl a lectin? Nature 285: 66， 1980. 
35) Cu:m:mings， R.D. ancl Kornfeld， S.: Fractiona・
tlO日 ofasparagine-linked oligosaccharides by serial 
lectin-agarose affinity chromatography. J. Biol. 
Chem. 257: 11235-11240， 1982. 
36)竹田和久:レクチγ親和電気泳動の糖虫歯、病変研究へ
の応用.臨床病理(臨時増刊): 140-148， 1988. 
37)米沢傑，佐藤栄一:レグチン組織化学およびその
応用.病理と臨床 6: 34-41， 1988. 
38) O:fiica， D.， Sundblad， L. arid Waldenlind， L.: 
Affinity erectrophoresisof humahserum alkaline 
phosphatase isoenzγm出 inagarose gel containing 









41) Hirano， K.， Sugiura，M.，. Miki， K.， Iino， S.， 
Suzuki， H. and Oda， T.:. Characterization of 
Tissue-specific isozyme ofall}aline phosphatase from 
human plac巴ntaand intestine. Chem. Pharm~ Bull. 
25: 2524-2529， 197. 
42) Hirano， K.， Do:mar， U.l¥乱， Ya:ma1l?-oto，H.， 
Breh:mer圃Andersson，E.E.， Wahren， B.E. ancl 
Stigbrand， T.I.: Levels of alkaline phosphatase 
isozym巴sin human seminoma tissue. Cancer Res. 
47: 2543-2546，.1987. 
43). Kam.， W.， Clauser，. E.， KIln， Yふ， Kan，Y.W. 
and Rutter，W.J.: CloniFlg， sequencing， and chro開
mosomal localization .of human .term placental 
. alkaline phosphatase cDNA.Proc. Natl. Acacl. 
Sci. 82: 8715-8719， 1985. 
44)菰回二一，小山岩雄，荒井京子，根岸良克，三浦雅
!ー，松園武栄:Lectin affini ty電気泳動法による腫
蕩産生ヒ、ト ALPの性質.医学のあゆみ 138: 785-
786，1986. 
45) Sudo， H.，Kodama" H.， A:magai， Y.， YaIlla-
'm.oto， S.and. Kasai， S.: In vitro clifferentiation 
ahcl calcification in a new clonal 08t巴ogeniccel 
line deriveclfrom newbbrn mouse calvaria. J. Cell 
Biol. 96: 191-198， 1983. 
46) Whitaker， K.B.， Whitby， L.G. and Moss， D.W.: 
Activities of bone ancl liver alkaline phosphatases 
in serum health and diseas. Clin. Chim. Acta 80: 
209-220， 197. 
47) Hitz， J.， Digle， G. ancl Petitclerc， C.: Automatecl 
quantification of bone and liver alkaline phosph-
atase isoenzymes of human serum. Clin. Chim. Acta 
(214 ) 窪 回 男
107: 203-210， 1980. Malluche， H.H. and Schoeppe， W.: Alkaline 
phosphatase bone isoenzγme activity in serum in 
various degrees of micromorphometrical1y assessed 
renal osteopathy. Clin. Nephro1. 13: 277-281， 
1980. 
48) K凸ttgen，E.， Reutter， W. and Gerok， W.: Two 
different gamma明 glutamyltransferasesduring deve-
lopment of liver and small intestine・afetal (sialo-) 
and an adult (asialo-) glycoprotein. Biochem. Bio聞
phys. Res. Common 72: 61-66， 1976. 
49)丸山良夫:長期血液透析患者における骨疾患に関す
る生化学的研究.奈医誌. 34: 435-450， 1983. 
50) Siede， W.H.， Seiffert， U.B.， Bundschuh， F.B.， 
51 )品t品ph五n，J・andPilarova， T.: Serum回alkaline-
phosphatase during maintenance haemodialysis. 
Lancet 1: 1188-1189， 1975. 
Explanation of figures 
Fig.3. Polyacrylamide disc electrophoresis of ALP isoenzymes in maintenance hemodialysis 
patient with liver disease. " showes the point of origin. 
biliary ALP is disappeared at starting point by adding with 20% Triton X-I00 
Fig.4. Polyacrylamide disc electrophoresis and lectin affinity disc electrophoresis of ROS 
medium. " showes the point of origin. 
(1) Polyacrylamide disc electrophoresis of ROS medium. 
(2) Lectin a伍nitydisc electrophoresis of ROS medium. 
Fig. 5. Polyacrylamide disc electrophoresis and lectin a伍nity disc electrophoresis of ALP 
isoenzymes in maintenance h巴modialysispatient with bone disease. " showes the point 
of origin. 
(1) Polyacrylamide disc electrophoresis: ALP I and ALP II are not separatecl. 
(2) Lecting affinity c1isc e!ectrophoresis: ALP II is c1early showecl. 
(3) Polyacrylamicle disc electro phoresis of supernate obtained from lectin precipita開
tion procedure: ALP I is c1early showed and ALP II is not c1ear. 
Fig. 6. Polyacrylamide disc electrophoresis and lectin affinity di日celectro phoresis of ALP 
isoenzymes in maintenance hemodialysis patient with liver c1isease. " showes the point 
of origin. 
(1) Polyacrylamide disc electrophoresis lectin: ALP I and ALP II are not separated. 
(2) Lectin a伍nitydisc electrophoresis: ALP I is clear1y showed because of liver 
c1isease， but ALP II is not clear. 
(3) Polyacrylamide c1isc electrophoresis of supernate obtainecl from lectin precipitation 
procedur冒e:ALP I is clearly showed. 
Fig.7. Isoelectric focusing of ALP isoenzymes in maintenance hemodialysis patient. 
(1) Isoelectric focusing of ALP isoenzymes in patientwith bon巴 disease.
(2) Isoelectric focusing of supernate obtained from patient with bone disease. 
(3) Isoelectric focusing of ALP isoenzymes in patient with liver disease. 


































レクチン処理によ る骨性アル カ リフ ォス フ ァターゼ (ALPI)の分離定量法 (215 ) 
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レクチン処理による骨性アルカリフォスファ ターゼ (ALPIl)の分離定量法 (217 ) 
pI 3.53.8 4.24.44.8 5.2 
( 1 ) 
( 2 ) 
( 3 ) 
(4 ) 
Fig.7. 
